
!技术与方法!

!!

PH1

$

*/59.4.

,

Q

51JJ25*46*-89385+/*85*85/*6

尿脱落细胞琼脂石蜡双包埋连续切片法"

郭智俊!彭桂香

"广东省人民医院南海医院#佛山市南海第二人民医院病理科!广东佛山
,+8+,*

%

!!

"摘要#

!

目的
!

研究设计一种尿脱落细胞连续切片方法&方法
!

收集尿液标本离心沉淀!先用琼脂将沉淀

物包埋成团块后进行脱水'透明'浸蜡!再用石蜡包埋!然后进行石蜡连续切片"

9

"

3

-

0

%'苏木精
-

伊红"

<$

%染

色&结果
!

镜下细胞集中'结构清晰'厚薄均匀!细胞量明显比涂片法丰富!部分可见组织结构$

<$

染色核质对

比好!色彩鲜艳明亮&结论
!

尿脱落细胞琼脂石蜡双包埋连续切片法克服了涂片法的不足!设备简单!操作简

便!宜于普及推广&
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泌尿系肿瘤是我国常见的恶性肿瘤之一"尿脱落

细胞检查对泌尿系肿瘤的早期诊断#术后随访的意义

已得到公认!常规的尿脱落细胞检查采用涂片法"该

方法无创#快速#操作简易"在临床工作中得到了广泛

应用!但常规涂片法细胞少而分散"细胞核易退变成

毛玻璃状%当标本含有大量血液时"涂片见成片的红

细胞"常常出现细胞堆积#重叠#厚薄不均匀"细胞结

构及背景不清晰"细胞从玻片脱落等现象"往往导致

癌细胞检出率低!近年来"切片技术在胸腔积液#腹

水和痰脱落细胞学中的应用"提高了制片质量"但未

见尿脱落细胞切片的研究报道!笔者在实际工作中

经过研究探索"设计了尿脱落细胞琼脂石蜡双包埋连

续切片法"克服了常规尿脱落细胞涂片法的缺点"现

报道如下!

<

!

材料与方法

<5<

!

仪器与试剂

<5<5<

!

仪器
!

采用普通水平式离心机"石蜡切片采

用病理科的常规组织切片程序!

<5<5=

!

试剂配制
!

&

*

'

,U

琼脂$称取琼脂粉
,

C

置三

角烧杯中"加蒸馏水
*//0#

加热煮沸使琼脂充分溶

解"置
4,p

恒温箱中"保持熔化状态备用!&

+

'

/59U

伊红乙醇溶液$

/59

C

伊红加入
.,U

乙醇溶液至
*//

0#

!&

9

'

*/U

醋酸乙醇溶液$

*/0#

冰醋酸加入
.,U

乙醇溶液至
*//0#

!

<5=

!

方法

<5=5<

!

标本留取
!

为患者备好一个容量为
,//0#

以上的洁净尿瓶"加入
*/U

醋酸乙醇溶液
*//0#

"并

在其
*//0#

处作一标记"备用!将晨起第
+

次尿液

排入上述备用的尿瓶内"或者嘱患者在排空膀胱后"

饮水
,//0#

左右"于
*

"

+L

后收集第
*

次膀胱排空

的尿液
+//

"

9//0#

于上述备用的尿瓶中送病理科

检查!

<5=5=

!

标本处理
!

将收到的尿液标本静止沉淀
9/

012

"慢慢倒掉尿液至
*//0#

标记处"并将此尿液分

装在两个
,/0#

的离心管中"或者将尿液分装在
8

个

*,0#

的离心管中"经
*8//B

,

012

离心沉淀
,012

"
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弃上清液%然后将沉淀物集中到一支试管内"经
*8//

B

,

012

离心沉淀
,012

"弃上清液"取少量沉淀物做直

接涂片
+

张"常规苏木精
-

伊红&

<$

'染色%再在剩余的

沉淀物中加入
/59U

伊红乙醇溶液
*

"

+0#

"以
+///

B

,

012

离心
8012

"吸去上清液"将保留管底沉淀物的

试管置
4,p

恒温箱中备用!

<5=5>

!

沉淀物琼脂石蜡双包埋处理
!

将
,U

琼脂从

4,p

恒温箱中取出!同时从恒温箱中取出保留管底

沉淀物的试管"加入熔化的琼脂
*

"

9

滴"放置冰箱待

冷凝固成细胞团块后取出细胞团块"用刀片将其周围

的琼脂切去!将细胞团块放入已编号的包埋盒中"置

脱水机常规脱水#透明#浸蜡"取出细胞团块进行石蜡

包埋!或者将细胞团块放入已编号的包埋盒中进行

人工脱水"步骤$&

*

'乙醇甲醛混合液&

.,U

乙醇
.

份"

浓甲醛
*

份'中
9/012

%&

+

'

.,U

乙醇
.

+/012

%&
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'

.,U

乙醇
/

9/012
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3

'

*//U

乙醇
.

+/012

%&

,

'

*//U

乙醇
/

9/012

%&

4

'叔丁醇
.

+/012

%&

6

'叔丁醇
/

9/

012

%&

8

'石蜡&熔点
,+ p

'

.

9/012

%&

.

'石蜡&熔点

,8

"

4/p

'

/

9/012

!以上各步骤均放置在
4+p

的

恒温箱中进行!取出细胞团块进行石蜡包埋!

<5=5?

!

连续切片和染色
!

蜡块修整齐"越小越好"连

续切片"沉淀物少的标本一次切完"不换刀"不移动刀

片!切片应薄而均匀"切片厚度为
9

"

3

-

0

"贴片时

水温要恰当"使蜡片伸展无皱折"将切片分别贴在普

通载玻片和涂胶载玻片上"每张载玻片根据切片的大

小按顺序排列
9

"

4

排"其中第
*

"

9

片贴在普通载玻

片上"第
3

"

4

片贴在涂胶载玻片上"按顺序以此类

推!普通载玻片按常规方法脱蜡#

<$

染色#封片%涂

胶载玻片留做备用!

=

!

结
!!

果

!!

包埋好的蜡块经过切片#

<$

染色后"镜下细胞量

明显比常规涂片法丰富"细胞集中"厚薄均匀"结构清

晰"核质对比好"色彩鲜艳明亮"部分可见组织结构"

易于观察诊断"见表
*

#图
*

#

+

!

图
*

!!

尿脱落细胞涂片法镜检%

<$q+//

&

表
*

!!

两种方法制片质量比较

质量指标,方法 涂片法 切片法

细胞数量 较少 较多

镜下观察范围 观察范围大"费时 观察范围小"省时

细胞变形及退变 常见 偶见

续表
*

!!

两种方法制片质量比较

质量指标,方法 涂片法 切片法

细胞形态结构 形态结构不够清晰 形态结构清晰

细胞染色 染色不够鲜艳 色彩鲜艳明亮

异型细胞数量 较少"分散 较多"集中

细胞层次和排列 细胞重叠多层#团

块状排列

细胞厚薄一致"小簇状#薄

片状排列

图
+

!!

尿脱落细胞切片法镜检%

<$q+//

&

>

!

讨
!!

论

!!

尿路上皮分布广泛"从肾盂#肾盏#输尿管#膀胱

直到尿道起始部!尿路上皮细胞癌是继前列腺,乳腺

癌#肺癌和结直肠癌后第
3

种最常见的肿瘤类型(

*

)

!

尿路上皮细胞癌中膀胱癌最常见"占所有尿路上皮细

胞癌的
./U

"

.,U

(

+

)

!膀胱癌的发病率和病死率在

泌尿系统疾病中均居首位(

9

)

!虽然其恶性程度低"但

复发率较高(

3

)

"一旦发生侵袭或转移预后极差(

,

)

!因

此"早期发现并给予积极治疗是提高临床治愈率的关

键(

4-8

)

!目前膀胱癌的诊断主要以膀胱镜#尿脱落细

胞学和荧光原位杂交技术&

?̀&<

'为主"然而三者都

存在一定缺陷(

.-*/

)

"膀胱镜检查是目前术前诊断和术

后随访的*金标准+"膀胱镜虽然在检查过程中能够很

好地直观病灶及取样活检"但是膀胱镜是有创检查"

患者往往很抵触这种昂贵#痛苦的侵入性检查"在临

床应用中受到了很大的制约%同时"膀胱镜由于观察

范围有限并依赖操作者的经验"可能会遗漏位于膀胱

前壁和肾小盏等难以窥视部位的肿瘤"另外一些平坦

型病变或原位癌也是膀胱镜检查的盲区(

**

)

!

?̀&<

诊断膀胱癌的特异性与常规尿脱落细胞相当"且敏感

性大大提高"优于尿脱落细胞检查"有研究表明该检

测有着较高的灵敏度&

6/U

"

.4U

'及特异度&

4,U

"

.4U

'

(

*+-*3

)

!但是"

?̀&<

检测费用昂贵"在一定程度

上增加了患者的经济负担"同时其所需设备及技术要

求高#操作流程复杂"大范围普及有一定的难度!超

声#

d

射线#

(:

和磁共振成像&

;"?

'影像学检查"虽

然整个尿路的情况能够显示出来"但对于血尿患者中

常见的占位性病变如血凝块#炎性包块和肿瘤不易鉴

别"常常不能明确病灶的性质!

尿液脱落细胞学检查是临床泌尿系肿瘤的有效

筛查手段(

*,-*4

)

!尿脱落细胞学检测膀胱癌的灵敏度

为
*9U

"

6,U

"特异度为
8,U

"

*//U

"其特异度不

但是目前无创诊断指标中最高的"而且也得到了美国

,43+

重庆医学
+/*8

年
4

月第
36

卷第
*8

期



国立综合癌症网络&

)(()

'指南作为无创诊断指标的

惟一推荐!其在原位癌的诊断中具有较高价值(

*6

)

!

尿脱落细胞学检查不受肿瘤部位的限制"即使在发病

早期由于肿瘤细胞代谢旺盛仍可有较多的癌细胞从

病灶表面脱落"可以通过细胞学的方法早期发现及诊

断!尿脱落细胞学检查方法简便"可反复多次检查"

且可以发现膀胱镜检查不易观察到的特殊部位肿瘤"

对患者无损伤"安全#经济#特异性较高"容易被患者

接受"因此在基层医院广泛应用!但尿脱落细胞涂片

检查的缺点是灵敏度低(

*8

)

!尿脱落细胞涂片检查灵

敏度低的原因是$&

*

'传统的留尿方法是每天留取早

晨第
+

次尿的中段尿
*/0#

"由于只留取
*/0#

中段

尿"常常导致离心后无沉淀物"涂片镜下细胞成分少

或看不到细胞成分"从而影响尿脱落细胞检出率%此

外"在送病理科之前未对尿液标本进行处理"细胞成

分易被变性!&

+

'常规尿液涂片法涂片范围大"镜下

细胞分散#观察费时"易漏诊!&

9

'涂片细胞固定较困

难"如果用湿固定法"直接将玻片放入
.,U

乙醇内固

定"会造成大多数细胞脱落"造成漏诊"导致出现假阴

性%如果干燥后再固定"细胞会发生退变"细胞核模糊

不清"造成误诊"导致出现假阳性!&

3

'当尿液中有较

多细胞时"特别是血尿患者有大量红细胞时"常规涂

片镜下细胞出现堆积重叠现象"造成诊断困难!为了

克服涂片法的不足"笔者设计了尿脱落细胞琼脂石蜡

双包埋连续切片法"该方法收集晨起的第
+

次全部尿

液"收集尿液更多"阳性率更高!同时"由于在留取尿

液标本中加入了
*/U

醋酸乙醇溶液"细胞在液体中立

即固定"避免常规涂片后空气干燥造成的细胞退变"

保持了原有的细胞形态结构%其中的醋酸也能溶解过

多的红细胞"既避免红细胞遮挡#细胞重叠"又节省了

阅片时间"减少了漏诊"提高了工作效率!标本离心

处理过程中加入
/59U

伊红乙醇溶液"使沉淀物着色"

便于在包埋#切片和漂片时辨认!琼脂是一种从海藻

类石花菜中提取的多分支的复杂多糖"具有三维空间

网状多孔性结构"琼脂溶解度为
./ p

"凝固度为
3/

p

!同时"琼脂易溶于水"在室温下几分钟就能凝固!

琼脂具有凝固性#稳定性#支持性和耐切割性"在浸蜡

的温度下仍为固态!由于固态琼脂含有网状孔隙"所

以在脱水#透明#浸蜡的过程中乙醇#二甲苯或叔丁醇

和石蜡都可通过琼脂渗透到组织细胞中"不影响组织

细胞的脱水#透明和浸蜡!琼脂的浓度不能太高"低

浓度的琼脂更有利于脱水剂#透明剂和石蜡的渗透%

但浓度也不可太低"以保持其形状完整"不易碎裂为

宜!本文使用
,U

琼脂达到了良好的效果!尿脱落细

胞用琼脂包埋后"在脱水#透明#浸蜡的过程中既可以

避免细胞及碎小组织丢失及其他细胞#碎小组织的混

入"又可克服尿脱落细胞沉淀物太小所造成的包埋困

难!用该方法几乎能收集尿液中的所有细胞"制成的

蜡块进行连续切片"各细胞及碎小组织可以完整切

出"防止由于切片不完全所造成的漏诊!同时"笔者

采取的贴片方法有利于切片连续不乱"整齐排列"每

张载玻片可多贴切片"既节省载玻片又有利于显微镜

下观察!制出的切片镜下细胞量明显比常规离心涂

片法丰富"切片观察范围比涂片小"观察省时"细胞无

重叠"厚薄一致"细胞结构及背景清晰"部分可见组织

结构%

<$

染色核质对比好"色彩鲜艳明亮"可提高尿

脱落阳性细胞的检出率!同时"蜡块便于长期保存及

进行免疫细胞化学等检测!

综上所述"尿脱落细胞琼脂石蜡双包埋连续切片

法克服了常规涂片法的不足"设备简单"操作简便"费

用低廉"在尿路上皮癌的诊断和术后监测上具有重要

的临床意义"值得普及推广应用"尤其是可以作为基

层医院的常规筛查方法!同时"笔者目前正在研究应

用尿脱落细胞涂片法和尿脱落细胞琼脂石蜡双包埋

连续切片法进行对比观察并进行免疫细胞化学等检

测"进一步寻找早期诊断膀胱癌的特异度和灵敏度更

高的诊断指标"从而降低假阳性率和假阴性率!
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性"

3

份切片标本
N

#

O

两组均为阴性!在相同切片标

本的
+*

号检测靶点中"

N

#

O

两组均有
**

份疑似阳性

标本"两组扩增曲线
(:

值之差均小于
/5..

%结合内

质控&内参'

(:

值分析"最终结果判定
4

份切片标本

N

#

O

两组均为阳性"

,

份切片标本
N

#

O

两组均为阴

性!本研究中只检测到
*8

#

*.

#

+*

这
9

个靶点的阳性

结果进行比对"其他的
9

个靶点未检测到阳性结果!

最终结果分析表明同一份切片标本分为
N

#

O

两组经

不同的脱蜡剂处理后同时实时荧光定量
'("

分析"

结果无差异"阳性及阴性结果判定相符!

N

#

O

组各检

测靶点扩增曲线比较"见图
+

!

>

!

讨
!!

论

!!

$b̀ "

基因共
+8

个外显子"其中编码酪氨酸激

酶的是第
*8

"

+*

号外显子!关于
$b̀ "

基因突变的

研究表明"尽管突变部位分散整个酪氨酸激酶编码

区"但绝大多数突变集中在第
*.

外显子的缺失和第

+*

外显子的
#8,8"

点突变!本实验使用的
$b̀ "

突

变检测试剂盒由上海源奇生物公司提供"检测
*8

#

*.

#

+/

#

+*

#

&648?

#

:6./;

"共
4

个靶点"方法简便#快速#

准确!进行
$b̀ "

基因突变检测时"本研究将每份石

蜡切片分入
N

#

O

两组"分别用二甲苯和松节油脱蜡

处理后(

6

)

"同时进行实时荧光定量
'("

扩增"探讨两

组扩增曲线的差异性"保证
$b̀ "

基因突变检测结果

判读的客观性和准确性(

8-.

)

"同时又为实验室塑造一

个良好的工作环境"确保实验操作每一个过程有效合

理(

*/

)

!分析
N

#

O

两组同一份石蜡切片检测相同靶点

时有效扩增曲线
(:

值"以及内质控&内参'

(:

值之

差均小于
/5..

"最终判定两组阳性#阴性结果均相符"

确定采用二甲苯和松节油两种脱蜡剂后实时荧光定

量
'("

扩增实验结果判读一致"完全相符!本报道

旨在研究石蜡块
$b̀ "

基因突变检测时使用不同的

脱蜡剂后"实时荧光定量
'("

扩增曲线形态的相似

性"

(:

值结果比对的差异性"以及最终对实时荧光定

量
'("

扩增结果相符度的比较!至于在基因突变检

测诸多方法中"如荧光原位杂交技术&

?̀&<

'和
=)N

测序"不同的脱蜡剂对结果有无影响则需要进一步的

研究!

综上所述"采用二甲苯和松节油对石蜡切片行脱

蜡处理后"其实时荧光定量
'("

分析结果判读无差

异!对于靶点的检测无影响(

**-*+

)

!由于二甲苯具有

极强的挥发性"对人体健康有一定的影响"而松节油

对人体无害"采用松节油脱蜡既保证了分子实验室的

空气环境"保护了工作人员的身体"同时又不影响实

时荧光定量
'("

结果分析的准确性及可靠性(

*9

)

"可

使实验室的操作更加规范#科学#合理!
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